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© Serumfreies Medium zur Kultivierung von Saugerzellen. 



© Ein serumfreies Medium zur Kultivierung von Saugerzellen ohne Proteinmaterial tierischen Ursprungs, 
enthalt neben Gblichen Inhaltsstoffen anstelle von tierischem Insulin und Transferrin rekombinantes Insulin aus 
Prokaryonten und erne wasserlosliche Eisenverbindung. Ein derartiges Medium wird erfindungsgemafl zur 
Kultivierung von Saugerzellen, insbesondere CHO-Zellen verwendet. 
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Die Erfindung betriffi ein serumfreies Medium zur Kultivierung von SMugerzellen ohne Proteinmateriat 
tierischen Ursprungs, sowie ein Verfahren zur Kultivierung von SSugerzellen, insbesondere CHO-Zellen, 
unter Verwendung eines derartigen Mediums und schliefllich ein Verfahren zur gentechnologischen Herstel- 
lung von Erythropoietin, bei dem entsprechend transform ierte CHO-Zellen in dem erfindungsgemM/Jen 

5 Kulturmedium wachsen. 

FOr das Wachstum tierischer Zellen in Kultur ist als Mediumzusatz im allgemeinen Serum, meist fotales 
KSIberserum, Voraussetzung. Dabei wird zu einem bestimmte Grundkomponenten, wie z.B. anorganische 
Salze, AminosSuren, Monosaccharide, Vitamine etc., enthaltenden Grundmedium ein Zusatz einer bestimm- 
ten Menge von Serum beigemischt, wodurch den Zellen moglichst gQnstige Bedingungen fUr das Wachs- 

10 turn in der Zellkultur geboten werden. 

Nun wurde bereits versucht, das Serum durch Ersatzstoffe in bekannten serumfreien Medien auszutau- 
schen. So ist z.B. aus der DE-OS 37 33 453 ein serumfreies Medium zur Kultivierung von Hybridom- und 
Myelomzellen bekannt, das in einem synthetischen Kultivierungsmedium neben anderen, bekannten Zusatz- 
stoffen eine wasserlosliche Eisenverbindung enthalt. In der Beschreibung wird hierzu ausgefUhrt, datf diese 

75 wasserlosliche Eisenverbindung ein Ersatzstoff fQr das im Serum enthaltene Transferrin darstellt FOr die 
Kultivierung von Hybridom- und Myelomzellen sind gema/J dieser Offenlegungsschrift die dort genannten 
Medien verwendbar. 

In Serum sind jedoch weitere Stoffe enthalten, die das Wachstum von SSugerzellen beeinflussen 
konnen. Neben dem Transferrin sind hier insbesondere noch Insulin und Albumin zu nennen. FQr die 
20 Kultivierung von SSugerzeiien ganz allgemein sollte daher bei Verwendung eines serumfreien Mediums 
moglichst darauf geachtet werden, den Bedingungen, wie sie unter Zugabe von Serum vorliegen, moglichst 
nahe zu kommen. FOr die Herstellung von Therapeutika sind jedoch die Einsatzstoffe kritisch. Hierbei 
werfen die Zulassungsbehorden bei Zellkulturprodukten unter anderem besonderes Augenmerk auf Proteine 
als Mediumzusatzstoffe, die tierischen oder humanen Ursprungs sind. weil Uber diese Komponenten z.B. 
25 auch pathogene Viren in die Zellkulturmedien und eventuell ins Endprodukt gelangen kdnnen. 

Aufgabe der Erfindung war es daher. ein serumfreies Kultivierungsmedium fQr SSugerzellen ganz 
allgemeiner Art zu schaffen, das die Kultivierungsbedingungen unter Verwendung eines Mediums mit 
Serum sehr nahekommt, jedoch kein Proteinmaterial tierischen Ursprungs enthalt, was eine Gefahr von 
viraler Kontamination darstellen konnte. 
so Geiost wird diese Aufgabe durch ein serumfreies Medium zur Kultivierung von SSugerzellen ohne 
Proteinmaterial tierischen Ursprungs, enthaltend neben tiblichen Inhaltsstoffen anstelle von tierischem 
Insulin und Transferrin rekombinantes Insulin aus Prokaryonten und eine wasserlosliche Eisenverbindung. 

Durch die Beibehaltung des Insulin im erfindungsgemaflen Medium sind die Kulturbedingungen deutiich 
Shnlicher zu Kultivierungsbedingungen unter Verwendung von Serum als dies bei bekannten serumfreien 
35 Kultivierungsmedien der Fall ist. Durch Einsatz von rekombinantem Insulin aus Prokaryonten im erfindungs- 
gemafien Medium wird auBerdem die Gefahr viraler Kontaminationen vermieden. 

Obliche Inhaltsstoffe von Kultivierungsmedien sind dem Fachmann bekannt und sind beispielweise die 
Inhaltsstoffe, die in den Medien Dulbecco's modified Eagle Medium (Virology 8 (1959) 396) oder im 
Medium F12 (Ham's F12 Medium. Proc.Natl. Acad.Sci. USA 53 (1965) 288) enthalten sind. Dabei handelt es 
40 sich u.a. urn Aminosauren, Vitamine sowie andere Komponenten wie Glucose, Natriumpyruvat, bestimmte 
Fettsauren und anorganische Salze. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform der Erfindung enthalt das Medium Insulin in Mengen von 0,1 bis 
20 mg/l und die wasserlosliche Eisenverbindung in einer Konzentration von 10" 5 bis 10~ 2 mol/l. Als 
wasserlosliche Eisenverbindung werden insbesondere Eisen(lil)-citrat, Eisen(lll)-sulfat, Eisen(lll)-chlorid 
45 und/oder Kaliumhexacyanoferrat(lll) eingesetzt 

FUr eine Erleichterung bei der Kultivierung ist es im Qbrigen bevorzugt, dem Medium zusatzlich einen 
pH-lndikator zuzusetzen. Derartige Verbindungen sind dem Fachmann bekannt. Beispielhaft kann hier 
Phenolrot genannt werden. 

Ein besonders bevorzugtes erfindungsgemaBes serumfreies Medium enthSIt Aminosauren in einer 
so Konzentration von 3 bis 700 mg/l, Vitamine von 0,001 bis 50 mg/l, Monosaccharide von 0.3 bis 10 g/l, 
anorganische Salze von 0,1 bis 10 000 mg/l. Spurenelemente von 0,001 bis 0,1 mg/l, Nukleoside von 0,1 
bis 50 mg/l, FettsSuren von 0,001 bis 10 mg/l. Biotin von 0,01 bis 1 mg/l, Hydrocortison von 0,1 bis 20 ug/l, 
Insulin von 0,1 bis 20 mg/l, Vitamin B12 von 0,1 bis 10 mg/l, Putrescin von 0,01 bis 1 mg/l, Natriumpyruvat 
von 10 bis 500 mg/l die wasserlosliche Eisenverbindung,sowie gegebenenfalls einen pH-lndikator und 
55 Antibiotika, wobei die vorgenannten Verbindungen geiost in Wasser vorliegen. Die Konzentrationsangaben 
beziehen sich dabei jeweils auf die einzelne Komponente und nicht auf die Summe der genannten 
Verbindungen. So konnen erfindungsgemSfl beispielsweise Mischungen von DMEM- und F12-Medium 
eingesetzt werden. Auch andere kauflich erhaitliche Medien, die den Zusammensetzungen, wie sie oben 
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angegeben slnd, entsprechen, kfinnen als Grundmedien verwendet werden und dann mit den speziellen 
Komponenten rekombinantes Insulin und wasserlfisllcher Eisenverbindung entsprechend erganzt werden 
Im Ranmen der Erfindung 1st es weiterhin besonders bevorzugt, dafl das Medium zusStzlich Polyvinylalko- 
hol und/oder Methylcellulose enthSlt. Die Verwendung von Polyvinylalkohol ist beispielsweise in der 
europaischen Patentanmeldung 0 248 656. ebenso wie von B.D. Bavister in The Journal of Experimental 
Zoology 217 (1981), 45-51 und Shintani et al. in Appl.Microbiol.Biotechnol. 27 (1988), 533-537 beschrieben 
ff erfindun 9 s 9 emafle Medium der Zusatz von Polyvinylalkohol und/oder Methylcellulose 
vorte.lhaft. Vorzugswe.se werden die Verbindungen dabei in einer Konzentration von 0 1 bis 20 a/I 
eingesetzt. a 

Das erfindungsgemafle Medium ist insbesondere dadurch gekennzeichnet. dafl es sich besonders zur 
Kurtrvierung von CHO-Zellen eignet. Insbesondere bei der Kultivierung von CHO-Zellen. die ein Fremdoen 
enthalten und exprimieren. hat sich die besonders gute Eignung des erfindungsgemaeen Mediums gezeigt 
Im Rahmen der Erfindung handelt es sich bei dem zu exprimierenden Fremdgen in den CHO-Zellen 
vorzugsweise urn das Gen fUr Erythropoietin. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur Kultivierung von Saugerzellen 
insbesondere CHO-Zellen in einem erfindungsgemaeen Medium. Dabei hat sich als bevorzugt eine 
Verfahrenswe.se herausgestellt. bei der man ein an bestimrrrten Substanzen verarmtes erfindungsgemafles 
Kuttjv,erungsmed.um verwendet und dann wahrend der Kultivierung zweimal, vorzugsweise nach 48 und 96 
Stunden jeweils 2 Vol.-% einer Mischung aus 0,1 bis 1 g/I rekombinantem Insulin. 40 bis 200 g/l Glucose 
und je 0 4 b.s 3 g/I Asparaginase. Asparagin x H 2 0. Histidin. Methionin. Prolin. Serin, 1 bis 5 g/I Cystein x 
HCI x HsO. 1 bis 8 g/I Glutamin und 0.2 bis 2 g/I Tryptophan zusetzt. wonach die entsprechenden 
Konzentrationen des erfindungsgemaeen Mediums erreicht and. Bei dieser bevorzugten Verfahrensfflhrunq 
hat sich gezeigt. dafl das Wachstum Uber einen langen Zeifraum bei einer relativ hohen Rate gehalten 
werden kann und damit Zellmengen erhalten werden kSnnea die h6her sind als bei sofortiger Verwendung 
des Kultjv.erungsmediums und dem von Anfang an einsetzenden Verbrauch der entsprechenden Verbindun- 
gen. 

Das erfindungsgemSfle Verfahren wird wiederum vorzugsweise zur Kultivierung von CHO-Zellen anae- 
wandt, insbesondere von CHO-Zellen, die Erythropoietin sezernieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von 
Erythropoietm be. dem man das Gen filr Erythropoietin enthaltende CHO-Zellen in einem erflndungsgemS- 
flen Med.um bzw. gemSfl einem der erfindungsgemaeen Verfahren kuftiviert und das Erythropoietin aus 
dem Kulturmedium isoliert. 

Die folgenden Beispiele sollen in Verbindung mit den Figuren die Erfindung weiter eriautern 
Fig. 1 zeigt h.erbei die Lebendzelldichte in AbhSngigkeit von der Kultivierungsdauer bei Verwenduna 

verschiedener Medien und 
Fig. 2 zeigt die Gesamtzelldichte in AbhSngigkeit von der Kultivierungsdauer. 

Beispiele 

Beschreibung des in den Beispielen verwendeten Mediums 

Das Medium der unten aufgefUhrten Beispiele enthatt Aminosauren in einer Konzentration von 3 bis 700 
Tml ^Tc V °" biS 50 m9/1, Monosaccha "de von 0,3 bis 10 g/I. anorganische Salze von 0.1 bis 
10000 mg/i Spurenelemente von 0,001 bis 0,1 mg/l. Nukleoside von 0,1 bis 50 mg/l, FettsMuren von 001 
bis 10 mg/l, auflerdem Na-Pyruvat (10 - 500 mg/l) und einen pH-lndikator. Das Medium wurde auf Basis 
einer aus gle.chen Volumenanteilen bestehenden Mischung der Medien DMEM und F12 (Dulbeccos 
Modified Eagles Medium und Nutrient Mixture Hams F-12) hergestellt. An besonderen Komponenten sind 



Biotin 


0,2036 mg/l 


Hydrocortison 


3,6 ug/l 


Insulin (rekombinant) 


5.0 mg/l 


Putrescin 


0,1 mg/l 


Vitamin B12 


0,78 mg/l 



Im Medium von Beispiel 1 ist auflerdem enthalten: 
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Transferrin (human) 


5 mg/l 


Na-Seienit 


5ug/l 


Polyvinylalkohol 


1 g/l 
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lm Medium von Beispiel 2 ist au/terdem enthalten: 



Eisen-Citrat 


124 mg/l 


Polyvinylalkohol 


1 g/l 



75 lm Medium von Beispiel 3 ist au/terdem enthalten: 



Eisen-Citrat j 124 mg/l 
Methyi-Zeliulose j 0,5 g/l 

20 I 1 1 

In alien drei Beispielen wurden CHO-Zellen unter den ublichen Bedingungen (37 *C, 5% CO2 ) 
kultiviert 

25 Beispiel 1 

Beim Einsatz eines Mediums, das 5 mg/l Transferrin. 5 ug/i Na-Selenit und 1 g/l Polyvinylalkohol 
enthait, wurden als maximale Werte fur die Lebendzeildichte 8,1 x 10*/ml (nach 189 Stunden Kulturdauer) 
und fOr die Gesamtzelldichte 10.8 x KF/ml (nach 197 Stunden Kulturdauer) erreicht. 

30 

Beispiel 2 

Beim Einsatz eines Mediums, das 124 mg/i Eisen-Citrat und 1 g/1 Polyvinylalkohol enthalt, wurden als 
maximale Werte fUr die Lebendzeildichte 15,3 x 10*/mg (nach 164 Stunden Kulturdauer) und fur die 
35 Gesamtzelldichte 25,7 x 10* /ml (nach 164 Stunden Kulturdauer erreicht. 

Beispiel 3 

Beim Einsatz eines Mediums, das 124 mg/l Eisen-Citrat und 0,5 g/l Methyl-Zellulose enMIt, wurden als 
40 maximale Werte fur die Lebendzeildichte 14,4 x K^/ml (nach 185 Stunden Kulturdauer) und fOr die 
Gesamtzelldichte 26,0 x KF/ml (nach 193 Stunden Kulturdauer) ereicht 

Die erhaltenen Werte fur die Lebend- bzw. Gesamtzelldichte der Beispiele 1 bis 3 sind in den Rguren 1 
und 2 graphisch dargestellt. 

45 Patentansprtiche 

1. Serumfreies Medium zur Kultivierung von Saugerzellen ohne Proteinmaterial tierischen Ursprungs, 
enthaltend neben Ublichen inhaltsstoffen anstelle von tierischem Insulin und Transferrin rekombinantes 
Insulin aus Prokaryonten und eine wasserlosliche Eisenverbindung. 

50 

2. Medium nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzelchnet, 

daB es Insulin in Mengen von 0,1 bis 20 mg/l und die wasserlSsliche Eisenverbindung in einer 
Konzentration von 10" s bis 10~ 2 mol/l enthSlt. 

55 

3. Medium nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzelchnet, 

da0 es als wasserlosliche Eisenverbindung Eisencitrat, Eisensulfat, Eisenchlorid und/oder Kaliumhexa- 



v 



BP 0 513 738 A2 



10 



15 



20 



cyanoferrat enthSIt 

4. Medium nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl es zusatzlich einen pH-lndikator enthalt. 

5. Serumfreies Medium nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl es aus Aminosauren in einer Konzentration von 3 bis 700 mg/l, Vitaminen von 0,001 bis 50 mg/l 
Monosacchariden von 0,3 bis 10 g/l, anorganischen Salzen von 0,1 bis 10 000 mg/l, Spurenelementen 
von 0,001 bis 0,1 mg/l, Nukleosiden von 0,1 bis 50 mg/l, Fettsauren von 0,001 bis 10 mg/l, Biotin von 
0,01 bis 1 mg/l, Hydrocortison von 0 f 1 bis 20 ug/l, Insulin von 0,1 bis 20 mg/l, Vitamin B12 von 0 1 bis 
10 mg/l, Putrescin von 0,01 bis 1 mg/l, Natriumpyruvat von 10 bis 500 mg/l.der wasserloslichen 
Eisenverbindung, sowie gegebenenfalls einem pH-lndikator und Antibiotika, gelost in Wasser, besteht. 

6. Medium nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da* es zusatzlich Polyvinylalkohol und/oder Methylcellulose vorzugsweise in einer Konzentration von 
0,1 bis 20 g/l enthalt. 

7. Medium nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es sich besonders zur Kultivierung von CHO-Zellen, insbesondere von CHO-Zellen, die ein 
Fremdgen enthalten und exprimieren, eignet 

8. Medium nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es sich bei dem zu exprimierenden Fremdgen urn das Gen fur Erythropoietin handed 

9. Verfahren zur Kultivierung von SSugerzellen, insbesondere CHO-Zellen, 
dadurch gekennzeichnet, 

da/5 man sie in einem Medium nach einem der Anspruche 1 bis 8 kultiviert 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
35 dadurch gekennzeichnet, 

dafi man ein verarmtes Kultivierungsmedium verwendet und wahrend der Kultivierung zweimal bevor- 
zugt nach 48 und 96 Stunden, jeweils 2 VoL-% einer Mischung aus 0,1 bis 1 g/l rekombinantem" Insulin 
40 bis 200 g/l Glucose und je 0,4 bis 3 g/l Asparaginsaure, Asparagin x H 2 0, Histidin, Methionin Prolin' 
Senn, 1 bis 5 g/l Cystein x HCI x HfeO, 1 bis 8 g/l Glutamin und 0,2 bis 2 g/l Tryptophan zusetzt' 
wonach die entsprechenden Konzentrationen eines Mediums nach einem der AnsprGche 1 bis 8 
erreicht sind. 



25 



30 



40 



11. Verfahren nach Anspruch 9 Oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

45 dafl man CHO-Zellen kultiviert, die Erythropoietin sezernieren. 

12. Verfahren zur gentechnologischen Herstellung von Erythropoietin, 
dadurch gekennzeichnet, 



50 



daiJ man das Gen fur Erythropoietin enthaltende CHO-Zellen in einem Medium nach einem der 
AnsprOche 1 bis 8 bzw. gemafl einem Verfahren nach einem der AnsprOche 9 bis 11 kultiviert und das 
Erythropoietin aus dem Kulturmedium isoliert. 



55 



5 



EP 0 513 738 A2 



Fig.1 
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Fig. 2 

SERUMFREIE KULTIVIERUNG VON CHO-ZELIEN IM 1QI-FERMENTER: 
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GESAMTZELLOICHTE 110$ ZELLEN/IDII 
30.00 t : 




■ —i — 1 , -\ 

°D0 U1.00 96.00 1U.0O 192.00 240.00 

KULTIVIERUNGSOAUER (STUNDEN) 
* — * 8EISPEL 1 tt — # BEISPIEL 2 X— X BEISPIEL 3 



7 



Europalsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ6en des brevets 



IlIlMll 



® Veroffentlichungsnummer: 0 513 738 A3 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 92107997.6 
© Anmetdetag: 12.05.92 



© lnt.CI*:C12N 5/00, C12N 5/06 



© Prioritat: 14.05.91 DE 4115722 

© Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
19.11.92 Patentblatt 92/47 

© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT U LU NL PT 
SE 

© Veroffentlichungstag des spater veroffentlichten 
Recherchenberichts: 05.05.93 Patentblatt 93/18 



© Anmelder: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 
Sandhofer Strasse 112-132 
W-6800 Mannheim- Waldhof(DE) 

© Erfinder: Koch, Stefan, Dr. 
Lagoner Strasse 18 



W-8122 Penzberg(DE) 
Erfinder: Behrendt, Ulrich, Dr. 
Heimgartenstrasse 5 
W-8177Bichl(DE) 
Erfinder: Franze, Reinhard, Dr. 
Am Schwadergraben 11 
W-8122 Penzberg(DE) 
Erfinder: Lorenz, Thomas, Dr. 
Grube 10 A 

W-8122 Penzberg(DE) 
Erfinder: Szperalski, Berthold, Dr. 
Birkenstrasse 133 
W-8122 Penzberg(DE) 



© Vertreter: Bohm, Brigltte, Dipl.- Chem., Dr. et 
al 

Kopernikusstrasse 9, Postfach 86 08 20 
W-8000 MUnchen 86 (DE) 



© Serumfreies Medium zur Kultivierung von Saugerzellen. 
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© Ein serumfreies Medium zur Kultivierung von 
Saugerzellen ohne Proteinmaterial tierischen Ur- 
sprungs, enthalt neben Oblichen Inhaltsstoffen an- 
stelle von tierischem Insulin und Transferrin rekom - 
binantes Insulin aus Prokaryonten und eine wasser- 
losliche Eisenverbindung. Ein derartiges Medium 
wird erfindungsgemSB zur Kultivierung von Sauger- 
zellen, insbesondere CHO-Zellen verwendet 



Fig 1 
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